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Термин «пребиотик» был введен не так давно и впервые был использован для 
определения «неусваиваемого пищевого ингредиента, который благотворно влияет на 
организм человека, выборочно стимулируя рост и/или активность бактерий в толстой 
кишке, и таким образом улучшает здоровье хозяина» [1]. Соответственно, пребиотик 
должен выдерживать переваривание и всасывание в желудке и тонком кишечнике и 
достигать толстой кишки без изменений, где он ферментируется микрофлорой 
желудочно-кишечного тракта. В толстой кишке пребиотик  избирательно стимулирует 
рост или активность бактерий, особенно бифидобактерий и лактобактерий, что в свою 
очередь приводит к снижению числа факультативных анаэробных микроорганизмов, 
таких как кишечная палочка и клостридии [2, 3]. Хотя неперевариваемые азот- и 
липидсодержащие соединения также могут оказывать пребиотический эффект, наиболее 
широкое коммерческое использование в качестве пребиотиков нашли неперевариваемые 
углеводы. В частности, довольно широко используют олигосахариды – углеводные 
молекулы, содержащие небольшое количество моносахаридных остатков, соединенных 
гликозидными связями. На сегодняшний день основными пребиотиками можно назвать 
фруктоолигосахариды, лактулозу и галактоолигосахариды. В качестве перспективных 
пребиотиков многие авторы рассматривают  ксилоолигосахариды и глюкоолигосахариды 
[4, 5]. 
Таким образом, олигосахариды представляют собой крупнейший класс пребиотиков. 
Существует несколько основных способов получения олигосахаридов, при этом особого 
внимания заслуживает энзиматическая деградация гетерополисахаридных субстратов 
иммобилизованными ферментативными комплексами.  
 Представленная работа посвящена иммобилизации гликолитического ферментного 
комплекса гриба Trichoderma viride на полимерном носителе SEPABEADS EC-НА 403. 
Тrichoderma viride способна продуцировать несколько гидролитических ферментов: 
β – глюкозидазу [6, 7], пектинэстеразу [8] и ксиланазу [9, 10]. Основным ферментом 
Тrichoderma viride ряд исследователей считает ксиланазу. 
Ксиланаза Тrichoderma viride (эндо-1,4-D-ксиланаза; 1,4-D-ксиланогидролаза, КФ 
3.2.1.8) является истинной ксиланогидролазой, то есть не обладает целлюлозолитической 
активностью; представляет собой  низкомолекулярный пептид с молекулярной массой 18 
кДа, pI 9,3 [9]. Структура фермента может быть охарактеризована как «глубокая чаша», в 
которой противоположные концы существенно различаются по диаметру (45 Å и 35 Å 
соответственно). В структуре ксиланазы Тrichoderma viride различают каталитический 
домен (находится внутри «чаши»), а также домены, отвечающие за термостабильность 
фермента и такие, которые обеспечивают образование «фермент-субстратного» комплекса 
[11].   
Основные гидролитические свойства ксиланазы Trichoderma viride зависят  
от условий, при которых проводят ферментативный гидролиз, при этом необходимо 
учитывать время реакции и концентрацию субстрата. Ксиланаза Trichoderma viride 
способна гидролизовать ксиланы и их производные из различных источников.  
Чаще всего продуктами гидролиза являются олигоксиланы, ксилобиозы и ксилоза,  
при этом ксилоза – не основной продукт действия ксиланазы, чаще всего  
в гидролизатах преобладают олигоксиланы. Очевидно, что ксиланаза Trichoderma viride 
сначала удаляет заместители в арабиногалактанах, а затем гидролизует производные 
ксилана [9]. 
Узкая субстратная специфичность ферментативного катализа и уникальная 
способность ускорять реакции в десятки и сотни раз в условиях нормального давления и 
температур позволяют получать высокие выходы продуктов и реализовывать на практике 
экономически выгодные процессы. Однако при использовании свободных ферментов 
возникает ряд трудностей, большинство из которых возможно устранить с помощью 
иммобилизации. Иммобилизация – один из наиболее распространенных подходов к 
стабилизации фермента [12]. Иммобилизация достигается нанесением ферментов на 
твердую подложку, в результате чего получаются гетерогенные ферментные системы. При 
иммобилизации ферментов происходит стабилизация каталитической активности, так как 
этот процесс, как правило, препятствует денатурации белков. Иммобилизованные 
ферменты приобретают, помимо стабильности, отдельные свойства, не характерные для 
их свободного состояния, например, возможность функционировать в неводной среде, 
более широкие зоны оптимума по температуре и рН [13]. С технологической точки зрения 
важно то, что разнородность иммобилизованных систем позволяет легко разделять 
фермент и продукт, повторно использовать фермент, вести непрерывные ферментативные 
процессы [12, 14]. 
При выполнении работы были синтезированы гетерогенные катализаторы,  
активный компонент которых – ферментный комплекс Trichoderma viride – присоединен к 
поверхности модифицированного нерастворимого органического носителя – полимерного 
носителя SEPABEADS – методом молекулярной сшивки полифункциональными 
реагентами (рис. 1). 
 
Рис. 1. Схема закрепления фермента на SEPABEADS EC-НА 403 
Экспериментально определено оптимальное соотношение компонентов системы 
«носитель – модификатор-фермент», а также обосновано время синтеза каталитической 
системы.  
Стабильность катализаторов является одним из важнейших показателей при 
внедрении каталитических систем в промышленность. Для исследования стабильности 
полученная каталитическая система была использована в последовательных опытах по 
гидролизу гетерополисахаридов. Полученные результаты показали, что активность 
разработанной каталитической системы при последовательных реакциях остается 
практически постоянной (за 10 циклов теряется около 8 % активности) (рис. 2),  
в то время как описанные в литературных источниках катализаторы на основе 
иммобилизованных гидролаз способны сохранять свою активность на 73 % после  
8 циклов использования [15], на 94 % после 13 циклов [16], а также на 70 %  
после 7 циклов [17].  
 
 
Рис. 2. Зависимость активности каталитической системы  
от числа операционных циклов 
 
Таким образом, была доказана эффективность синтезированной каталитической 
системы при гидролизе растительных гетерополисахаридов, что делает возможным ее 
многократное использование в промышленности как в непрерывных, так и периодических 
процессах. 
Физико-химические свойства полученной биокаталитической системы установлены 
методами определения полимолекулярной адсорбции с интерпретацией по теории С. 
Брунауэра, П. Эммета и Э. Теллера (теория БЭТ), инфракрасной Фурье-спектроскопии и 
рентгенофотоэлектронной спектроскопии. 
Синтезированная биокаталитическая система была использована для гидролиза 
растительных гетерополисахаридов (ксилана, гликанов льна обыкновенного и валерианы 
лекарственной). Пробы, содержащие олигосахариды, анализировались методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии. В ходе анализа была использована 
хроматографичекая система «Dionex, Ultimate 3000 USA», снабженная рефрактометром 
сравнения и жидкостным хромато-масс-спектрометром. В качестве неподвижной фазы 
был использован полимерный носитель Reprogel-H, являющийся слабым 
катионообменником. Скорость подачи элюента 0,5 мл/мин, давление на входе колонки 24 
атм. Хроматографический анализ проводился при температуре 30,5 °С. Хроматограммы 
обрабатывались методом исправленной нормировки площадей пиков. 
На основании экспериментальных данных определены кинетические параметры 
процессов. Подобраны оптимальные условия реакций гидролиза гетерополисахаридов для 
накопления максимального количества три- и пентаолигосахаридов в реакционной среде. 
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